



















worldwide.  Vaccination  represents  the  most  important  and  cost‐effective  measure  to  control 
infectious diseases  in animal health, but  it represents only 23% of  the  total global animal health 
market,  highlighting  the  need  to  develop  new  vaccines.  A  recent  strategy  in  animal  health 
vaccination is the use of extracellular vesicles (EVs), lipid bilayer nanovesicles produced by almost 
all living cells, including both prokaryotes and eukaryotes. EVs have been evaluated as a prominent 
source  of  viral  antigens  to  elicit  specific  immune  responses  and  to  develop  new  vaccination 
platforms  as  viruses  and  EVs  share  biogenesis  pathways.  Preliminary  trials with  lymphocytic 
choriomeningitis virus  infection  (LCMV), porcine  reproductive and  respiratory  syndrome virus 
(PRRSV), and Marek’s disease virus (MDV) have demonstrated that EVs have a role in the activation 
of  cellular  and  antibody  immune  responses.  Moreover,  in  parasitic  diseases  such  as  Eimeria 
(chickens) and Plasmodium yoelii (mice) protection has been achieved. Research into EVs is therefore 
opening an opportunity for new strategies to overcome old problems affecting food security, animal 
health,  and  emerging  diseases. Here, we  review  different  conventional  approaches  for  vaccine 











improving  agricultural  productivity  and  preventing  transboundary,  emerging 
agriculture, and food system threats [3]. Unfortunately, there are few studies regarding 
the economic  impact of  the  transboundary diseases of  livestock, and most of  them are 
only related to production costs. Other features, such as price and market effects, trade, 
food  security,  nutrition,  the  financial  costs  of  outbreaks,  and monitoring  and  control 
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African  swine  fever  (CSF/ASF),  and  porcine  reproductive  and  respiratory  syndrome 
(PRRS). 
Vaccines are one of the most cost‐effective tools to control and eventually eliminate 
infectious diseases,  and  they  are  a basic  strategy of preventive medicine programs  in 
livestock.  In  this context,  the global animal health product market was worth USD 15 
billion in 2005, [6] and of this amount, vaccines represented only 23% of the total [7], thus 
indicating  that  a  concerted  effort  on  the  research  on  and  the  development  of  new 
vaccination  strategies  for  novel  and  old  veterinary  infectious  diseases  is  desperately 
needed. There are indeed a wide range of pathogens for which no vaccines are presently 
available [8], including viral diseases, and according to the OIE, animal health comprises 
more  than  half  of  them. They pertain  to  22  families  of  viruses  in which  herpesvirus, 
rhabdovirus,  poxvirus,  and  paramyxovirus  are  responsible  for  a  high  percentage  of 
registered infections [9]. Here, we review different conventional approaches for vaccine 





[8].  The  first  example  of  an  effective  attenuated  vaccine  in  veterinary medicine was 
developed by Walter Plowright in the 1960s [10]. This vaccine was based on the rinderpest 
virus that had been repeatedly passaged in calf kidney cells in vitro. After 40 passages, 
the virus  lost part of their virulence, and when used  to  immunize cattle, no significant 
increase  in  temperature or adverse  reaction  related  to  inoculation was observed; most 
importantly, this vaccination approach conferred immune protection against a challenge 
with a virulent strain [10]. In addition, serum neutralizing titers were even detected at 36 
months  post‐vaccination  in  contrast  to  90  passages,  in which  the  protective  immune 




virus  (PRRSV),  there are several approved and commercially available  live attenuated 
virus  (MLV)  vaccines  [11],  but  they  have  unpredictable  efficacy  depending  on  the 
vaccination group  (fattening pigs,  sows, or gilts) and  could not  confer  effective  cross‐




concern of biosafety also applies  to other diseases, such as ASF, but  in  this case, other 



































































































































































after,  it  is  inactivated by physical or  chemical methods  that  cause  the denaturation of 
proteins  or  nucleic  acids,  keeping  most  of  the  original  structure  but  losing  the 
infectiveness  and  replication  capacity  [8]. Many  examples  of  inactivated  vaccines  are 
















rates  (scalability)  than  those  of whole‐pathogen  vaccines  [17,34]. However,  the main 
limitations, such as weak immune responses and the need for several doses (boosts), make 
this kind of vaccine strategy more expensive and less competitive than others. 
Other  strategies  combine  several  epitopes  to  increase  the  antigenicity  and 











nature  of  the pathogen,  such  as  bacteria, parasites  or  viruses,  selection  of  the  correct 
adjuvant  to  enhance  immune  responses  is  a  key  aspect  to  elicit  protective  immune 
responses. Adjuvants could act as carriers of subunit proteins, as inductors by means of 
inducing  danger  signals  (pathogen‐associated  molecular  patterns  or  PAMPs),  or  as 
potentiators of immune responses, such as Toll‐like receptor molecules [40]. Depending 
on the target animal species e.g., poultry [41], swine [42], or ruminants [43], different kinds 





Nowadays, DNA  technology  and  viral  vectors  have  changed  the way  in which 
immunity can be achieved. Direct antigen production in the target species with the same 
post‐translational  modifications,  thus  mimicking  properties  and  features  of  a  real 
infection without causing pathology, is a major advantage. 




injection  site uptake  the plasmid DNA, activating both  cellular and antibody  immune 
responses. In addition, methods for DNA technology are well established and allow the 
modification of  the  inserted genes  to encode  the proteins  from new viral strains or re‐
emerging diseases  [45]. The main  advantages of  this kind of vaccination  are  the  easy 
production and design, allowing,  in some cases,  the differentiation of  infected animals 
from  those  vaccinated  (DIVA),  one  of  the most  important  features  for  transboundary 
livestock  disease  vaccines.  Moreover,  combining  different  antigens  to  enhance  the 
immune  response  (as  well  as  the  humoral  and  cellular  responses)  and  to  create 











human  diseases  and  include  adenovirus,  herpesvirus,  and  poxvirus  vectors.  As  an 
example,  the canarypox virus system has been used as a platform  for a wide  range of 
veterinary  vaccines,  including WNV,  the  canine  distemper  virus,  the  feline  leukemia 
virus,  the  rabies  virus,  and  the  equine  influenza  virus  [8].  This  strategy  has  several 




Within  this  category  of  recombinant  viral  vectors,  there  are  two  main  types: 
replicating  viral  vectors,  in  which  viruses  have  all  of  the  necessary  components  to 




(haemagglutinin),  the  WNV  envelope  protein  and  rabies  virus  glycoprotein  G,  the 
Newcastle disease virus  (LaSota  strain) viral vector expressing avian  influenza H5  for 
prevention of Newcastle virus disease and avian influenza (Avimex ®), and the vaccinia 
virus expressing the rabies virus glycoprotein G (Boehringer Ingelheim Animal Health). 
However,  the  risk  of developing  immunity  against  each  viral  vector due  to  repeated 






included  in  this category, such as virus‐like particles  (VLPs) and nanocarriers made of 




better  immune  responses  because  particulate  antigens,  such  as  virosomes,  VLPs, 
polymeric nanocarriers, liposomes, and among other things, exhibit large surfaces with 













B‐cells  and  the  dendritic  cells  [50,52].  Moreover,  VLPs  are  scalable  under  good 
manufacturing  practice  (GMP)  conditions  using  varying  strategies,  including  yeast, 
mammalian,  and  insect  cell  systems  (Table  1).  Several  studies  have  been  conducted 




EVs  represent  a  new  and  important  source  of  antigens  and molecules  related  to 
immune  responses  that  can  be  exploited  for  human  and, more  recently,  for  animal 
vaccinations [29]. EVs are lipid bilayer nanovesicles produced by almost all living cells, 
including  prokaryotes  and  eukaryotic  cells.  They  were  first  discovered  in  studies 
addressing the fate of the transferrin receptor during the maturation process of red blood 






as  producer  cells  and  biogenesis mechanisms  [63]. Moreover,  they  can  be  classified 























viral antigens  that could be exploited  for vaccination. There  is an  increase  in  research 






























exosomes during murine  lymphocytic choriomeningitis virus  infection  (LCMV). In this 
work, bone marrow‐derived dendritic  cells  (BMDC) were  stimulated with LCMV and 
EVs. The EVs  showed CD11c, CD80, CD86 and MHC class  I and  II molecules  (highly 
abundant)  on  their  surfaces. However,  vaccination with  BMDC‐derived  EVs  did  not 
contribute to CD8+ T‐cell cross‐priming in vitro and did not protect the mice in a challenge 
trial. Thus, although dendritic cell (DC)‐derived EVs activated anti‐tumor immunity, in 
the  case  of  LCMV,  they  did  not  activate  antiviral  cytotoxic  T  lymphocytes  [75]. 
Fortunately, not all virus diseases behave in the same way. One example is the use of EVs 
to  deliver  specific microRNA  to  Sus  scrofa  cells  inhibiting  PRRSV  virus  infection.  In 
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particular,  microRNAs  were  designed  to  target  sialoadhesin  or  CD163,  two  main 
receptors  involved  in  the  attachment  of  viral  particles  and  internalization  [13].  The 
selected sequences expressed by means of the adenoviral vectors in cells were observed 
to be  secreted  in exosomes. Finally,  cells exposed  to microRNAs by adenoviral vector 
transduction and those exposed to exosomes both suppressed receptor expression at the 
mRNA  and  protein  levels. Moreover,  the  PRRSV  viral  titer was  reduced  using  both 





free  of  viruses  (non‐viremic)  but  not  in  controls. Moreover,  immune  sera  from  pigs 
previously exposed to PRRSV specifically reacted against exosomes purified from non‐
viremic pig sera  in a dose‐dependent manner. Reactivity was not detected when naïve 









EVs  and  viral  peptides)  elicited  antibody  immune  responses,  but,  importantly,  they 
elicited cell‐mediated immune responses that could be measured by IFN‐γ secreting cells, 
which was not observed when using a classical peptide plus adjuvant approach. These 




of  chickens  in  which  the main  clinical  signs  are  associated  with  paralysis,  immune 
suppression, and T‐cell lymphomagenesis. Serum EVs from CVI988 (Rispens)‐vaccinated 
and  protected  chickens  contained  a  high  abundance  of  anti‐tumor  microRNAs  in 








based  flow  cytometry assay  in  the absence of  complete viral particles at 24 days post 
infection. Moreover, only one viral protein (VF602_ASFM2 Protein B602L) was detected 




than OURT 88/3. These results suggest a new  field to be explored  in ASFV  in order  to 
determine  different  vaccination  approaches  based  on  EV  proteins  and  nucleic  acids, 
opening an opportunity for the evaluation of the new antigens found in ASFV EVs to be 
tested as vaccine candidates [79]. 
In  conclusion,  despite  the  limitations  associated  with  purification  methods 
(improvements required and high cost), the quantification of particular EV populations 
and the further exploration of adverse effects, EVs represent a new strategy to be explored 
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mechanism of action  (MoA) of EVs),  the  International Society of Extracellular Vesicles 
proposed a classification that should be taken into account and includes unmodified cells 
and native EVs (biological medicine), genetically manipulated cells but EVs with no trans‐
gene  products  (biological  medicine),  EVs  that  contain  trans‐gene  products  from 
manipulated  cells  (gene  therapy  products),  and  native EVs  as drug  delivery  systems 
(biological medicine) [30]. 





additional  information  supported  by  clinical  efficacy  and  safety must  be  provided  to 
allow final approval. Of note, several clinical trials on EV vaccines and therapeutics are 
presently  approved  by  the  FDA  (available  online:  clinicaltrials.gov/ct2/home)  (March, 
2021),  thus  indicating  that  regulatory  issues  for using EV‐based vaccines will  rapidly 




This  review  highlights different  vaccination  strategies  against  animal diseases  of 
veterinary  importance.  These  include  classical  approaches,  such  as  attenuated  or 
inactivated  pathogens,  as  well  as more  recent  approaches,  such  as  DNA  and  viral‐
vectored  vaccines;  new  adjuvant  formulations;  DNA  and  peptide  vaccines;  and 
nanoparticle vaccines,  including VLPs and EVs. EVs  represent a novel and promising 
strategy, as  they are able  to cause direct antigen presentation  to  immune cells, contain 
specific pathogen proteins that could trigger the desired immune responses, and act as an 
adjuvant when used as vaccines. However, key gaps in the knowledge of EV vaccination, 
such  as  the  scale‐up of production,  the discovery of protective  antigens,  the mode of 
action, the regulatory pathways for vaccine licensing, among others, need to be addressed 
before these vaccines can reach the market. The recent development of mRNA vaccines 





























































and  immunogenicity  of  serum‐derived  extracellular  vesicles  enriched  fractions  obtained  from  Porcine  Respiratory  and 
Reproductive virus infections. Sci. Rep. 2018, 8, 17487. 
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